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論文内容の要旨
カルパインはカルシウムで活性化されるシステインプロテアーゼで，カルシウム要求量の異なる，少なくとも 2種類
のカルパインが晴乳類など高等生物に広く分布している。カルパイン I は μM濃度のカルシウム存在下で活性をもつ
のに対し，カルパイン E は mM濃度のカルシウムを必要とする。カルパイン I ， II とも分子量 80kDa の互いに異なる
大サブユニット(パパインと相向性の高いフ。ロテアーゼの活性部位と，カルモデュイン様構造をもっカルシウム結合部
位を含んでいる)と，分子量30kDa の小サブ、ユニット(生体膜との相互作用部位と考えられているグリシンに富んだ
疎水的な領域と，カルモデュリン様構造をもっカルシウム結合部位からなる)より構成されるヘテロ二量体である。こ
のようにカルパインはシステインプロテアーゼとカルシウム結合蛋白質が複合化したキメラ蛋白質である。細胞内に
おける低濃度のカルシウムによるカルパインの活性化機構は，生体膜のリン脂質がカルパインの活性化に必要なカルシ
ウム要求量を低下させることにより，カルパインが生体膜へ結合することによると考えられている。その後自己消化し
活性化されたカルパインは，種々の細胞内酵素や細胞骨格蛋白質を限定分解することによって，細胞の刺激応答あるい
は分化増殖に重要な役割をなすと考えられている。水晶体は，増殖した細胞が脱落または剥離せず終生水晶体内に蓄積
することが特色のひとつである。これを分子レベルから眺めると，水晶体は水66%，蛋白質 33%，その他の成分 1%
から構成される親水性のゲル構築体である。水晶体蛋白質の約90%は crystal1in と呼ばれる水晶体に特有の構造蛋白
質である。光を一定の規則で散古し屈折させる透明な水晶体がこの透明性を失い混濁化するのが白内障という疾患であ
る。水晶体においてカルシウムは膜の選択的透過性の維持と多くの物質の輸送，代謝に関与して，透明性維持に重要な
役割を果たしている。しかし水晶体でのカルシウム輸送異常は，水晶体内部におけるカルシウムの蓄積現象を誘発し，
水晶体の混濁化に結ひ、つく。我々はこの増加したカルシウムによってカルパインが活性化され，水晶体蛋白質を分解し，
白内障が形成されると考えた。そこで白内障発症の前段階におけるカルパインの関与を以下の観点， 1) 白内障の発症
がカルシウム依存的であり， 2) 白内障発症の前段階または平行してカルパインの活性化が起こっており， 3) E64 ( +) 
一 (2S ， 3S) -3 一 [(S) -3 -methyl -1 -(4 -guanidinobutylcarbamoyl)ー butylcarbamoylJ -2 -
oxiranecarboxy licacid) などのシステインプロテアーゼの阻害剤が蛋白質分解と平行して，白内障を抑制し， 4) 水晶
円。? ?円。
体蛋白質の切断部位が，試験管内でカルパインによって生じるものと同一であるということから検討した。
diamide , xylose , selenite および calcium ionophore A23187 によって誘発した白内障(水晶体培養系)さらに
selenite, galactose および、 streptozotocin で誘発した実験的白内障モデル(in vivo) において，白内障発症に伴い水
晶体中カルシウムの上昇が起こった。さらに，カルパイン活性化の指標と考えられているカルパインの可溶性画分から
不溶性画分への以降が起こった。そして α および β- crystallin の分解がおこり，これらの新しいフラグメントの蓄
積がみられた。すなわち，白内障におけるカルパインの関与は，カルシウムの上昇にともない，サイトゾールに存在す
る不活性な前駆体カルパインが，活性化に必要なカルシウム要求量を低下させ，生体膜に移行する。生体膜に結合した
カルパインは自己消化し，活性化体となる。そして水晶体蛋白質を分解した後，自己分解によって消失する。また，カ
ルパインを含むシステインプロテアーゼの間害剤である E64dが，種々の誘発剤によって誘発した白内障およびそれに
付随する crystallinの分解を抑制したことによって，白内障におけるカルパインの関与をより確かにした。これは，種々
の白内障誘発剤によって初期の障害をうけたラット水晶体において，カルシウムが上昇し，それによって活性化された
カルパインによる蛋白質分解が，白内障の共通の要因であることを示した。
また，白内障発症におけるカルパインの関与を直接明らかにするためにラット白内障水晶体の 2次元電気泳動による
蛋白質の分析，さらに N末端のアミノ酸配列の分析によって，白内障水品体にみられる β- crystallin の分解がカル
パインによるものかどうかを検討した。ラットの年齢とともに，水晶体核部の不溶性蛋白質において部分的に分解され
た crystallinのフラグメントが出現し， 4カ月齢では少なくとも 17個のフラグメントが蓄積した。僅かな例外を除いて
同様のフラグメントが， 2週齢selenite 白内障ラットの水晶体核部の不溶性蛋白質にみられた。これらのフラグメント
は，可溶性crysta1lin を精製カルパインとインキュベートしたときに生じる不溶性crystal1in のフラグメントと僅かな
例外を除いて同一であった。これらのことは，ラット水晶体の成長に伴って蓄積する β- crystallin のフラグメント
は，活性化されたカルパインによって分解され不溶化されたもので，白内障水晶体ではこれらのことがより促進されて
おり，水晶体混濁を生じるものと思われる。以上のことから，増加したカルシウムによって活性化されたカルパインが
水晶体蛋白質を分解し，白内障が形成されると考えられる。
論文審査の結果の要旨
本論文は，白内障発症の機序として Ca2 +の流入に伴い蛋自分解酵素のカルパインが膜結合型となり活性化され，水晶
体の主構成蛋白であるクリスタリンの分解・不溶化をひきおこす仮説を実証したものである。
数種類のラット実験的白内障モデルにおいて，水晶体の白濁化と平行して Ca2 +濃度の増加，可溶性分画のカルパイン
減少とそれに対応した膜分画での増加並びに α ， β クリスタリンの減少がみとめられた。システインフ。ロテアーゼ阻害
剤の E64d により水晶体の白濁化，カルパインの膜分画への移行・活性化並びにクリスタリンの減少は共に抑制された。
次に，加齢ラット，実験的白内障ラットの水晶体のペプチド分析を行いそのアミノ酸配列からクリスタリンの分解産
物であることを同定した。
更に，クリスタリンを基質に試験管内でカルパイン反応を行いクリスタリン分解産物ペプチドが上記の白内障，加齢
ラット水晶体の不溶性ペプチドフラグメントと同一であることを明らかにした。
以上の様に，本論文は学術的にも意義のある新知見を明らかにしたものであり薬学博士の授与に値するものと判断し
た。
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